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摘  要: 以僧帽牡蛎 ( Ostrea cucu lla ta )为材料,提取鳃的谷胱甘肽 S-转移酶 ( glu tath ion e s-tran sferase, GST ) ,测定 GST(包括
GST s、GST-P、GST- L )在不同温度、底物浓度、缓冲液 pH 条件下的活性,从而确定酶活性测定的最佳条件。结果表明: ( 1 )
GST s活性测定的最佳条件: GSH终浓度 2 mm ol /L,测定温度 31e , PBS pH 6. 5, CDNB终浓度 1. 5 mmo l/L; ( 2 ) GST-P活性
测定的最佳条件: GSH 终浓度 2. 5mm ol/L,测定温度为 29e , PBS pH 7. 75, ECA的终浓度 2. 5 mmo l/L; ( 3 ) GST-L活性测定
的最佳条件: GSH 的终浓度 5 mm ol /L,外界环境温度为 29 e , PBS pH 6. 0, DCNB的终浓度 1. 50mm ol/L。
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Abstract: In the experim ent, determ inations of the enzym at ic activity of oys ter gil l ( Ostrea cucu llata ) glu tath ione s-tran sferase
( GST ) in vary environm en t ( includ ing tem peratu re/pH /reactan ts' con centrat ion ) w erem ade and to f ind out th e opt ima l cond itions in
w h ich the GST w ou ld have the greatest activ ity. The result show ed thatw hen the GSH con cen tration is2 mm ol /L, th e opt im al cond-i
t ion s for th e d eterm in at ion of the act ivity ofGSTs is: the PBS pH 6. 5, th e temp erature 31 e , the concen tration of CDNB 1. 5mm ol/
L. W hen the GSH concentrat ion is 2. 5mm ol /L, the opt im al cond it ion s for determ ination of the activ ity ofGST-P is: the PBS pH
7. 75, th e tem perature 29 e , th e concen trat ion of ethacryn ic acid 2. 5mm ol /L. W hen th eGSH concentrat ion is 2mmo l/L, t he op t-i
m al cond itions for determ ination of the act iv ity ofGST-L is: the PBS pH 6. 0, the tem peratu re 29e , the con cen tration ofDCNB 1. 50
mm ol /L.
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可能成为监测环境有机污染的生物标志物 ( b iom arke r)。
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国外已经有利用鱼类 [ 5]、双壳类 [ 6] GST活性变化监测水
体污染的报道。但这些研究往往仅研究了 GSTs的变化
没有涉及 GST 同工 酶的变化。 Ga llagher和 Sheeh ly
( 2000)指出环境因素导致的 GST同工酶的变化可能影响





物 ) ) ) 僧帽牡蛎作为实验对象, 研究确定其鳃中 GST酶




1. 1 材  料
僧帽牡蛎: (Ostrea cucullata )从市场购买新鲜牡蛎,
沙滤海水中暂养。
谷胱甘肽 ( GSH )、3, 4-二氯硝基苯 ( DCNB )、利尿酸
( ECA )均为 SIGMA公司药品。
硫酸铵、考马斯亮蓝 G250、牛血清白蛋白、1-氯-2, 4-
二硝基苯 ( CDNB)均为上海生物工程有限公司药品。
1. 2 方  法
1. 2. 1 酶的粗提和初步纯化
粗提: 取生理活性好的个体解剖, 迅速取出完整的
鳃, 去离子水冲洗后加 4e PS缓冲液 [ 8] ( pH 8. 04)匀浆,
用高速冷冻离心机 4 e 、5 000 g离心 25 m in,取上清液再
10 000 g离心 60 m in。
盐析 [ 9] : 取其上清液用硫酸铵沉淀法用 30%、80%的
饱和度进行盐析, 收集沉淀物备用。
脱盐 [ 10] :将收集的沉淀物用 0. 01 m ol/L磷酸钾缓冲
液 ( pH 6. 5)溶解, 装入透析袋,放入上述缓冲液中透析 24
h,前 12 h每隔 2 h换一次透析液, 然后隔 12 h后再换透
析液一次。
1. 2. 2 GST活性测定
根据 H ab ig[10]的方法测定 GST 活性 (略有改动 )。
CDNB是 GST的非特异性底物, 以它为底物进行酶活测
定, 可近似等于 GST 总酶的活性。 ECA、DCNB分别为
GST-P和 GST-L的特异性底物。
1. 2. 2. 1 GST s酶反应条件的优化  最适温度: 15 mmo l/
L CDNB , pH值为 6. 5下,分别在 25、27、29、31、33 e 下测
定 GSTs酶的活性。
最适 pH 值: 31 e , 15 mm ol/L CDNB条件下, 分别在
pH 5. 5、6. 0、6. 5、7. 0、7. 5 PBS缓冲液条件下测定酶的活
性。
最适底物浓度: pH 6. 5, 31 e 条件下, 分别在 0. 5、1、
1. 25、1. 5、15、1. 75、2、2. 5 mm o l/L CDNB浓度条件下测定
酶的活性。
1. 2. 2. 2 GST-P酶反应条件的优化  最适温度: 0. 2
mm o l/L ECA, pH值 7. 5下,分别在 27、29、30、31、33 e 下
测定 GST-P酶的活性。
最适 pH 值: 2. 5 mm o l/L ECA, 29 e 条件下, 分别在
pH 5. 5、6. 0、6. 5、7. 0、7. 25、7. 5、7. 75、8. 0、8. 25 PBS缓冲
液条件下测定 GST-P的活性。
最适底物浓度: pH值 7. 5, 29 e 条件下,分别在 0. 2、
0. 6、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5、3. 0、3. 5 mmo l/L ECA浓度条件下
测定 GST-P的活性。
1. 2. 2. 3 GST - L 酶反应条件的优化  最适温度: 5
mm o l/L DCNB, pH值 6. 5下, 分别在 25、27、29、30、31 e
下测定 GST-L酶的活性。
最适 pH 值: 5 mmo l/L DCNB, 29 e 条件下, 分别在
pH 5. 25、5. 5、6. 0、6. 25、6. 5、7. 0 PBS缓冲液条件下测定
GST-L的活性。
最适底物浓度: pH值 6. 5, 29 e 条件下,分别在 0. 5、
1、1. 25、1. 375、1. 5、1. 875、2. 5 mmo l/L DCNB浓度条件下
测定 GST-L的活性。
1. 2. 3 蛋白质含量测定
以牛血清白蛋白为标准, 采用改进的考马斯亮蓝
法 [ 11]测定蛋白质含量。
1. 2. 4 数据分析
采用 Excel 2000和 S igm ap lo t 2000进行数据分析。各
组数据 n= 7~ 10。
2 结果与讨论
图 1中, 可以发现 GSTs酶的活性在所测温度范围内
变化不是很大, 但趋势还是较为明显, 在 31 e 时, 酶活性
最大。而在图 2中, GSTs酶的活性受 pH 影响较大, 当
PBS的 pH 为 6. 5时, 酶活性最大; 在 pH 为 5. 5时, 酶活
值出现负值。图 3中可以发现 CDNB的浓度对 GSTs活性
的影响比较明显,当 CDNB的终浓度为 1. 5 mm o l/L时,酶
活性最大。Kaaya等 [12] ( 1999 )报道两种贻贝 Perna p erna
和 Mytilus galloprovincialis GSTs的最佳测定条件是 pH
7. 5,温度 30 e , CDNB终浓度 1. 3 mm o l/L。相比较之下,
除 pH 差别比较明显之外,其他条件相当接近。
图 1 GSTs活性随温度的变化趋势
F ig. 1 Effect of tem pera ture on the activ ity of GSTs
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从图 4中可以看出当外界温度为 29 e 时,
GST-P酶活性作用最大。 GST-P酶活性随 pH值
变化如图 5所示, 可以发现当 pH值在 7. 75时,
酶的活性最大, GST-P酶活性在所测 pH 值范围
内波动比较大,但是趋势很明显。底物 ECA浓度
对 GST-P活性的影响, 如图 6所示, 可以发现当
ECA浓度为 2. 5 mmo l/L时, GST-P酶作用最大,
且 ECA浓度的变化对其活性影响很显著。
图 4 GST-P活性随温度的变化趋势
F ig. 4 Effect o f tem perature on the ac tiv ity of GST-P
图 7中所示,在温度为 29 e 时, GST-L酶作
用最大,而在温度为 33 e 时可能非酶作用较大,
未加以考虑。GST-L酶活性随 pH 值变化如图 8
所示, 从图可以看出 GST-L酶活性随 pH值变化
有较大差异,当 PBS的 pH在 6. 0时,酶的作用最
大。在图 9中可以发现当 DCNB的浓度为 1. 5
mmol /L时, GST-L酶的作用最大。
图 7 GST-L活性随温度的变化趋势
F ig. 7 E ffect tem pe ra ture on the activ ity o f GST-L
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图 8 GST-L活性随 pH 的变化趋势
F ig. 8 E ffect o f pH on the activ ity o f GST-L
图 9 GST-L活性随 DCNB浓度的变化趋势
F ig. 9 Effect o f c( DCNB ) on the ac tiv ity of GST-L
实验表明僧帽牡蛎 GST-P、GST-L活性测定的最适
pH分别为 pH 7. 75和 pH 6. 0, 与 H abig等对小鼠 GST同工
酶进行的研究有较大差异 [ 10] , 小鼠这两类 GST同工酶的
最适 pH 均为 6. 5。其原因可能与两种生物的生活环境有
较大差异有关, 但与此同时进行的对 GSTs酶活性测定却
发现两者的最适 pH 是相等的, 具体原因有待进一步分
析。僧帽牡蛎鳃中 GST-P的酶活性远高于 GST-L, 这在
对鲶鱼 Ictalurus puncta tus肝脏 GST同工酶活性研究中也




3 结  论
( 1 ) GST s活性测定的最佳条件: GSH 终浓度 2
mm o l/L,测定温度 31 e , PBS pH 6. 5, CDNB终浓度 1. 5
mm o l/L。
( 2) GST-P活性测定的最佳条件: GSH 终浓度 2. 5
mm o l/L,测定温度为 29 e , PBS pH 7. 75, ECA的终浓度
2. 5 mmo l/L。
( 3) GST- L活性测定的最佳条件: GSH 的终浓度 5
mm o l/L,外界环境温度为 29 e , PBS pH 6. 0, DCNB的终
浓度 1. 50 mm o l/L。
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